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Executive Summary 
The Australian bass (Macquaria novemaculeata) is 
a highly valued recreational angling species in 
eastern Victoria. Since 1997, 261,000 hatchery‐
bred juvenile fish (fry and fingerlings) have been 
stocked into six locations in Victoria to enhance 
the fishery.  
A genetic study of Australian bass was 
undertaken to determine the genetic structure of 
populations in Victorian waters and the level of 
hybridisation between Australian bass and 
estuary perch in Victorian populations.   
A total of 57 finclip samples of putative 
Australian bass from the Central Zone and 
Eastern Zone for Australian bass management in 
Victoria were analysed using eight microsatellite 
DNA markers.   
Thirteen individuals were determined as hybrids 
between Australian bass and estuary perch, 
while 37 were recognised as Australian bass. Five 
samples could not be genetically analysed. 
The study found: 
 Australian bass samples from the Central 
Zone and Eastern Zone contained both the 
Australian bass and hybrids between 
Australian bass and estuary perch 
 Moderate levels of genetic diversity were 
observed in both zones based on seven 
microsatellite DNA markers 
 No genetic differentiation was detected 
between the two Australian bass 
management zones. 
Australian Bass fingerlings used in Victoria 
stocking programs are spawned from a small 
population of broodstock originally collected 
from the wild and bred in captivity. Care must be 
undertaken to ensure the genetic diversity of 
Australian bass stock produced from this captive 
population is maximised by applying genetically 
sound broodstock management and stocking 
guidelines.  
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Introduction 
The Australian bass Macquaria novemaculeata 
Steindachner is a catadromous species that 
inhabits the freshwater reaches of river systems 
of south‐eastern Australia (Harris and Rowland 
1996).  In Victoria, Australian bass inhabit coastal 
streams from Wilsons Promontory to the border 
with New South Wales (Cadwallader and 
Backhouse 1983).  Although not common in 
Victoria, Australian bass is highly valued as a 
recreational angling species.   
Australian bass is the subject of stock 
enhancement programs to support recreational 
fisheries in Queensland, NSW and Victoria 
(Department of Primary Industries 2005; Moore 
2007; NSW Fisheries 2003).  Fish used in these 
programs are by and large derived from wild‐
caught fish that are subsequently induced to 
breed in captivity.  Since 1997, 261,000 juvenile 
fish (fry and fingerlings) have been stocked into 
six locations in Victoria.   
Fish stockings have followed guidelines and 
protocols for translocations of fish in Victorian 
public waters. These guidelines take into 
consideration environmental and ecological risks 
to the alteration to genetic diversity of wild 
populations from stocking activities (Department 
of Primary Industries 2005).   
Allozyme and mtDNA studies have indicated 
that Australian bass vary genetically across its 
range with stocks being more genetically similar 
in rivers that are closer together (Chenoweth and 
Hughes 1997; Jerry 1997).  Consequently, as a 
precautionary approach and in the absence of 
detailed genetic analysis of Victorian stocks, 
Fisheries Victoria created three Australian bass 
management zones (Figure 1): 
 Eastern Zone: East Gippsland (221) including 
the Genoa and Bemm Rivers, and the Snowy 
River  (222) 
 Central Zone:  Tambo River (223), Mitchell 
River (224), Thomson River (225) and La 
Trobe River (226) 
 Western Zone: South Gippsland (227). 
A similar approach has been applied in NSW 
where three management zones have also been 
established (NSW Fisheries 2003). 
The geographical range of Australian bass in 
Victoria overlaps with that of estuary perch (M. 
colonorum Gunther). Estuary perch are related 
both morphologically and evolutionarily to 
Australian bass (Jerry et al. 2001). The two species 
are difficult to distinguish morphologically and 
are often confused in the field.  Further, 
morphological and genetic studies have verified 
that these species hybridise where they occur 
sympatrically (Jerry et al. 1999; Schwartz and 
Beheregaray 2008).  
To ensure that the genetic diversity of Australian 
bass populations is not comprised by stock 
enhancement programs, more information on 
genetic structure of Australian bass populations 
in Victoria is required.   
The objective of this study was to determine the 
genetic structure of Australian bass populations 
in Victorian waters.  
This was achieved by using genetic markers to 
assess the degree of genetic differentiation of fish 
collected from the different Australian bass 
management zones in Victoria.  This study also 
used these markers to explore the level of 
hybridisation between Australian bass and 
estuary perch in Victorian populations.  Results 
from this study will assist in preparing 
genetically responsible plans for Australian bass 
stocks for fisheries management and 
conservation. 
The present study was conducted under a 
contract between the BioSciences Research 
Division and Fisheries Victoria.  
 
 
 
 
. 
 Genetic diversity of Australian bass 
2 
Material and Methods 
Samples 
Finclips of putative Australian bass samples 
collected between 2000 and 2010 were provided 
by Fisheries Victoria to the Victorian 
AgriBioSciences Centre in batches during 2008‐
2010.  
Sample collection since 2008 was undertaken 
under the Department of Primary Industries Fish 
Animal Ethics Permit No. 0062. 
Laboratory procedures 
Total genomic DNA was extracted using the 
DNEasy 96 Blood and Tissue Kit (QIAGen, USA). 
DNA was diluted to ~5 ng/μl and stored at ‐20 °C 
until required. 
A total of 13 primer pairs (see Table 1) were used 
to genotype the Australian bass samples in the 
present study. These primer pairs were 
previously isolated from Murray cod and have 
demonstrated cross amplification in Macquaria 
spp. including Australian bass and estuary perch 
(Rourke et al. (2007). For each sample, four 
different multiplex PCR were conducted using 
different combinations of primers. PCR was 
conducted at a total of 9.5 μl volume, containing 
~10 ng of DNA template, 1 x ImmoBuffer, 0.275 
mM of dNTPs, 0.033 μM of each primer and 0.05 
U of Immolase. Primer concentration varied from 
0.16 to 0.64 μM. The thermal cycling conditions 
were as follows:  
 an activation step at 95 °C for 15 min 
 followed by 30 cycles of 94 °C for 30 sec, 57 
°C for 90 sec, 72 °C for 60 sec 
 then a final extension at 72 °C for 10 min. 
In addition, two pairs of primers developed by 
Schwartz et al. (2005) were also used to genotype 
and distinguish between Australian bass, estuary 
perch and their hybrids. PCR reactions were 
performed similar to the above, except that 
primer concentration was 0.32 μM and a 
“touchdown” thermal cycling program was 
applied, as follows: 
 an activation step at 95 °C for 15 min 
 followed by five cycles of 94 °C for 30 sec 63 
°C for 45 sec (decrease 2°C at each step) 72 °C 
for 60 sec 
 then 25 cycles 94 °C for 30 sec, 55 °C for 45 
sec, 72 °C for 60 sec 
 a final extension at 72 °C for 10 min. 
PCR products were diluted with Milli‐Q water at 
the ratio of 1: 200. Two μl of the diluted product 
were used for fragment analysis using the ABI 
3730 automatic sequencer. Fragments were 
viewed and scored using GeneMapper 3.7 
(Applied Biosystems, USA). 
Statistical analysis 
Microsatellite Tool Add‐in for Excel (Park 2001) 
was used to convert data into an Excel file of 
different formats suitable for the statistical 
software packages that were used.  
Expected diagnostic alleles for Australian bass 
and estuary perch are presented in Table 1. 
MICROCHECKER was used to test for the 
presence of null alleles, stuttering and large allele 
dropout (van Oosterhout et al, 2004). 
GENEPOP 4.0 (Raymond and Rousset, 1995) was 
used to test genotypic distributions for 
conformance to Hardy–Weinberg expectations, 
and to test the loci for genotypic disequilibria. 
Program CONVERT version 1.31 (Glaubitz 2004) 
was used to calculate allele frequencies. 
ARLEQUIN 3.5 (Excoffier and Lischer, 2010; 
Schneider et al. 2000) was used to estimate 
observed and expected heterozygosities. FSTAT 
version 2.9.3 (Goudet 2001) was employed to 
perform F‐statistics with 5000 permutations. 
Levels of genetic differentiation were assessed 
using the estimates of pairwise FST as 
implemented in GENEPOP 4.0. Statistical 
significance of FST was assessed using G‐based 
exact tests for genotypic differentiation, with 
results combined across loci. 
The program STRUCTURE version 2.3.1 
(Pritchard et al., 2000) was used to determine the 
most likely number of genetic clusters (k). The 
program also enabled the estimation of the 
fractional memberships of each individual in 
each cluster (Q). Ten independent runs for each k 
between 1 and 5 were undertaken, using the 
admixture model and correlated allele 
frequencies. Five runs were performed using a 
burn‐in time of 200,000 followed by 200,000 
iterations.
 
 Genetic diversity of Australian bass 
3 
Table 1. Microsatellite loci from Rourke et al. (2007) and Schwartz et al. (2005) used in the present 
study. 
Locus  Primers (F/R)  Fluorescent 
dye at 5’ 
forward 
primer 
PCR pool 
Mpe2.D03  GGAGGACGAAGCTGAGTGTC  VIC  1 
  AGCATAGTTTACAGCGTGGTC     
Mpe2.G12  GGGGAGTCTCTCTCACATGC  6‐FAM  1 
  CTTCTCCACGAGGGTCACAT     
Mpe1.H08  TCCACGTCACTAGCCCTGAT  NED  1 
  GCACAGAGCCACTGAATCAA     
Mpe3.G11  GGTGGCTGGTTGATTTGTTT  PET  1 
  CATGCACACACAACCCTCTC     
Mpe2.D12  GAGACGATCACTGCCAAGGT  6‐FAM  1 
  AGCGCTGTGATGTAATGGTG     
Mpe3.G12  GCACGCAGACATAATGAAGG  VIC  2 
  GCAAGGAGTTTGGACCGTAA     
Mpe3.H03  GCTGCCAGGTTGGTCAGTAT  NED  2 
  CCCTCAGCCCATAACACCTA     
Mpe3.H02  CCTGCCCTCTTTCCTCTTCT  6‐FAM  2 
  GAGCAGCACTGAGACCATGA     
Mpe2.F07  TATTGGCAAAGCAATCCCTA  VIC  3 
  CATCCATTGAGGCAAATCAA     
Mpe1.A07  CTGAAGGGCATTCTTTCCAA  NED  3 
  GCTGTCATTGCGTCACAGTT     
Mpe2.B09  CCACAAACGTCATGAAGCAC  6‐FAM  3 
  ACCCGGGATAATGTGTGTGT     
Mpe3.E05  TGAGTGACAGGCGACTCATC  VIC  4 
  CTTCCACACAGCCCTCATTT     
Mpe3.A04  TAGCTGCATACCTGCGAATG  VIC  4 
  TCAAAGAGATTAGCCACTGCAT     
AB001  ACGCTGGTGTTAGGTGTGC  FAM  5 
  CGAGCTATGATTGGGTCAGC     
AB107  TGTTTAGGGAGCAATTGTGG  VIC  5 
  TGATTAGTAGAGATGAGAGGACTGG     
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Table 2. Diagnostic alleles of microsatellite loci AB001 and AB107 for Australian bass and estuary 
perch based on Schwartz et al. (2005) 
Species  AB001 allele size (bp)  AB107 allele size (bp) 
Australian bass  230, 232, 234, 236  292 
Estuary perch   220  300 
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Results 
Sample collection 
Finclips were collected from 57 fish sampled 
from rivers in the Central Zone and Eastern 
Zone. Due to the rarity of Australian bass in the 
Western Zone (South Gippsland), no samples 
were obtained from this zone.   
Details on sample location and sample sizes are 
presented in Table 3 and Figure 1.  
Primer Selection 
Out of the 13 primer pairs developed for Murray 
cod tested in a previous study, seven 
(Mpe1.H08, Mpe3.G11, Mpe3.G12, Mpe3.H03, 
Mpe1.A07, Mpe2.F07 and Mpe3.E05) produced 
consistent PCR amplification for the majority of 
samples in this study.  
Species identification 
Genomic DNA was isolated from 57 finclip 
samples of a likely mixture of Australian bass 
and estuary perch and their hybrids.   
Out of 57 samples analysed: 
 39 individuals were Australian bass 
 13 were hybrids. 
Five individuals remained unknown due to 
failure during PCR amplification. Details on 
sample code and their appropriate identification 
are listed in Appendix 1. 
Genetic diversity and population 
structure 
When the hybrids and unidentified individuals 
were excluded, seven loci were polymorphic (i.e. 
all except locus AB107). Forty‐three alleles were 
detected across 39 individuals of Australian 
bass. Allele frequencies for Central and Eastern 
Zones of Australian bass are presented in 
Appendix 2. 
Exact tests for genotypic linkage disequilibrium 
revealed no significant deviations for all 
comparisons (P> 0.05). Exact tests for all loci 
showed no significant deviation from Hardy‐
Weinberg proportions in both populations of 
Central and Eastern Zones. A summary of 
within population diversity is given in Table 4. 
Results of F‐statistics analysis suggested no 
significant FST value across all loci (FST =‐0.006 
(P=0.650). Pairwise FST values at each locus 
ranged from ‐0.025 to 0.077. Component 
partitioning of variance showed limited variance 
within population (sig‐b = 0.043). The major 
source of variance was from within individuals 
(sig‐w = 3.950), whereas variance from between 
populations was zero (sig‐a = 0.000). 
Exact test for genotypic differentiation was not 
significant between the Central and Eastern 
Zones (P=0.629). STRUCTURE analysis revealed 
that one cluster was identified among samples 
analysed. Equal proportion of memberships for 
each individual across all clusters were observed 
when k > 1 was considered (see for example 
Figure 2), indicating no structure exists amongst 
the samples analysed (Pritchard et al. 2009).  
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Table 3. Details on locality and sample size 
Zone  Basin name (Basin No.)  Number of samples 
Central   Mitchell River (224)  10 
  Thompson River (225)  2 
  Unknown river name  15 
     
Eastern   East Gippsland (221)  7 
  Snowy River (222)  23 
  Total  57 
 
 
 
Figure 1.  The current three management zones of Australian bass. Samples analysed in the present 
study were collected from Eastern and Central zones in Victoria. Numbers in the shaded areas are the 
basin numbers. 
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Table 4. Within population diversity indices 
Zone  Sample size  Expected 
heterozygosity 
Observed 
heterozygosity 
Average number of 
alleles per locus 
Central  17  0.449  0.420  4.33 
Eastern   22  0.440  0.453  4.56 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2.  Proportion of membership of each individual of Australian bass in the case of K=2 resulted 
from STRUCTURE analysis.  
 
 
 
 
Central Zone Eastern Zone 
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Discussion 
The present study analysed 57 putative 
Australian bass finclip samples using nine 
microsatellite DNA markers. Based on two 
markers, 39 samples were identified as 
Australian bass and 13 were hybrids between 
Australian bass and estuary perch. The 
remaining samples were not determined due to 
failure during polymerase chain reactions, 
which was attributed to poor DNA quality. 
Australian bass is closely related to estuary 
perch, and the latter is commonly misidentified 
as the former. In addition, the two species also 
hybridise in the wild (Jerry et al. 1999) and the 
hybrids are difficult to distinguish from the 
parental species based on morphological 
characters alone. The presence of hybrids in the 
samples analysed herein reiterates the fact that 
identifying “pure” Australian bass based on 
morphology only is not sufficient. If a breeding 
program is to be set up for Australian bass to 
produce fingerlings for stocking, it is imperative 
that all broodstock are screened using 
microsatellite DNA markers (Schwartz et al. 
2005). Only individuals without estuary perch 
alleles must be used in such a breeding 
program. 
No genotypic differentiation was detected 
between Australian bass samples from the 
Central and Eastern Zones in Victoria. This 
indicates that, based on the eight microsatellite 
DNA loci analysed in the present study, 
Australian bass samples from the above zones 
constitute a single genetic stock, which is further 
confirmed by STRUCTURE analysis. This 
finding is in concurrence with that of Jerry 
(1997) and Jerry and Baverstock (1998) who, 
using allozymes and mitochondrial DNA data, 
respectively, did not find genetic difference 
between the populations from the Mitchell 
(Central Zone) and Snowy (Eastern Zone) rivers. 
Jerry (1996) also reported the absence of 
significant population structuring amongst fish 
from three Victorian rivers (Snowy, 
Michelle/Tambo and Albert Rivers). Weak 
population structure has been reported in 
Australian bass by Chenoweth and Hughes 
(1997) and Jerry and Cairns (1998) but samples 
from Victoria were not included in these studies.  
The findings of the current study are based on 
limited sample size collected over a temporal 
scale of a 10‐year period, which would greatly 
reduce the level of confidence in interpretation 
of the results.  Due to limited sample sizes, 
interpretation at a finer scale (i.e. between river 
systems) could not be performed.   
Impacts of stocking on natural populations are 
well documented in aquatic species. 
Interbreeding between wild and hatchery‐
produced fish can have a significant negative 
impact on population fitness, through the 
disruption of adaptive gene complexes within 
the population particular to the local 
environment (Araki 2008; Hindar et al. 1991; 
Ryman and Laikre 1991; Waples and Do 1994). 
There is evidence that a stocked population of 
Australian bass (Glenbawn Dam, NSW) is 
genetically different from wild counterparts as a 
result of practices in hatcheries (Jerry 1997).   
Consequently, genetically sound and 
responsible captive breeding and stocking 
guidelines (Bert et al. 2007; Kapuscinski and 
Miller 2007; Miller and Kapuscinski 2003; NSW 
DPI 2008) need be followed to ensure stock 
enhancement is undertaken in such a way as to 
minimise impacts on receiving populations  
The existence of one genetic stock of Australian 
bass in Victorian waters will improve the 
management of breeding and stock 
enhancement programs for this species in 
Victoria.  This means that broodstock can be 
sourced from both or either of the management 
zones to produce fingerlings for release into 
Victorian Australian bass waters. 
Since the Snowy River (Basin No. 222) and East 
Gippsland (Basin No. 221) catchments extend 
into NSW, it is advisable to consult with NSW 
Fisheries regarding genetic management of 
Australian bass in these catchments.  Under the 
NSW hatchery quality assurance scheme parts of 
these catchments are in the South Coast 
Broodstock Genetic Region (NSW DPI 2008). 
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Conclusions 
 Australian bass samples from the central 
and eastern Australian bass management 
zones of Victoria contained both the 
Australian bass and hybrids between 
Australian bass and estuary perch.  
 Moderate levels of genetic diversity were 
observed in both zones based on seven 
microsatellite DNA markers.  
 No genetic differentiation was detected 
between the two zones. 
 Considering a small founder population of 
broodstock is currently maintained to 
produce fingerlings for stocking, care must 
be undertaken to ensure maximised genetic 
diversity of the releasing stock.  
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Appendix 1. Species identification based 
on two diagnostic mircrosatellite markers 
No  Sample ID  River system    Species 
1  5FD‐2094  Mitchell River  Central   Australian bass 
2  5FD‐2ED9  Mitchell River  Central   Australian bass 
3  5FD‐30F6  Mitchell River  Central   Australian bass 
4  5FD‐OBA7  Mitchell River  Central   Not determined 
5  5FE‐8492  Mitchell River  Central   Hybrid 
6  5FE‐8759  Mitchell River  Central   Australian bass 
7  5FE‐87FD  Mitchell River  Central   Not determined 
8  5FE‐8E00  Mitchell River  Central   Hybrid 
9  ABSN003  Mitchell River  Central   Not determined 
10  5FD‐37F4  Thomson River  Central   Australian bass 
11  6‐24B3  Thomson River  Central   Australian bass 
12  1BA‐A2DI  Unknown  Central   Australian bass 
13  1BB‐9ADE  Unknown  Central   Australian bass 
14  1BE‐3968  Unknown  Central   Australian bass 
15  1DC‐14C1  Unknown  Central   Australian bass 
16  5FC‐2237  Unknown  Central   Australian bass 
17  5FD‐062B  Unknown  Central   Australian bass 
18  5FE‐9OF0  Mitchell River  Central   Australian bass 
19  Not labelled  Unknown  Central   Hybrid 
20  Not labelled  Unknown  Central   Hybrid 
21  Not labelled  Unknown  Central   Australian bass 
22  Not labelled  Unknown  Central   Hybrid 
23  Not labelled  Unknown  Central   Hybrid 
24  Not labelled  Unknown  Central   Hybrid 
25  Not labelled  Unknown  Central   Australian bass 
26  Not labelled  Unknown  Central   Australian bass 
27  Not labelled  Unknown  Central   Australian bass 
28  AB143  East Gippsland  Eastern   Australian bass 
29  AB146  East Gippsland  Eastern   Australian bass 
30  AB148  East Gippsland  Eastern   Australian bass 
31  AB149  East Gippsland  Eastern   Australian bass 
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No  Sample ID  River system    Species 
32  AB152  East Gippsland  Eastern   Australian bass 
33  AB953  East Gippsland  Eastern   Hybrid 
34  AB472  East Gippsland  Eastern   Australian bass 
35  5271  Snowy River  Eastern   Not determined 
36  5275  Snowy River  Eastern   Australian bass 
37  6501  Snowy River  Eastern   Hybrid 
38  6586  Snowy River  Eastern   Australian bass 
39  6588  Snowy River  Eastern   Australian bass 
40  6589  Snowy River  Eastern   Australian bass 
41  15101  Snowy River  Eastern   Australian bass 
42  15126  Snowy River  Eastern   Hybrid 
43  15157  Snowy River  Eastern   Australian bass 
44  15301  Snowy River  Eastern   Hybrid 
45  ABSN001  Snowy River  Eastern   Australian bass 
46  ABSN002  Snowy River  Eastern   Australian bass 
47  ABSN004  Snowy River  Eastern   Australian bass 
48  ABSN005  Snowy River  Eastern   Australian bass 
49  15175  Snowy River  Eastern   Not determined 
50  AB082  Snowy River  Eastern   Australian bass 
51  AB083  Snowy River  Eastern   Australian bass 
52  AB084  Snowy River  Eastern   Hybrid 
53  AB085  Snowy River  Eastern   Australian bass 
54  AB086  Snowy River  Eastern   Australian bass 
55  AB088  Snowy River  Eastern   Australian bass 
56  AB164  Snowy River  Eastern   Australian bass 
57  AB471  Snowy River  Eastern   Hybrid 
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Appendix 2. Allele frequencies of nine 
loci genotyped in Australian bass samples 
 
 Locus  Populations 
Central zone Eastern zone
Mpe1.H08
181 0.000 0.045
209 0.324 0.295
211 0.000 0.068
213 0.529 0.432
215 0.029 0.023
217 0.088 0.045
219 0.000 0.023
223 0.029 0.068
Mpe3.G11
210 0.107 0.132
212 0.893 0.868
Mpe3.G12
188 0.063 0.071
190 0.094 0.048
192 0.063 0.143
194 0.000 0.024
196 0.094 0.119
198 0.188 0.238
200 0.188 0.190
202 0.031 0.048
204 0.125 0.071
212 0.031 0.024
218 0.125 0.024
Mpe3.H03
263 0.088 0.000
267 0.912 1.000
0.000 0.000
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Locus  Populations 
Central zone  Eastern zone
Mpe1.A07 0.000  0.000
248 0.059  0.000
251 0.941  1.000
Mpe2.F07  
181 0.188  0.205
183 0.031  0.091
189 0.063  0.023
191 0.188  0.136
193 0.031  0.023
195 0.344  0.364
197 0.063  0.023
199 0.063  0.136
203 0.031  0.000
Mpe3.E05  
192 0.177  0.136
194 0.235  0.182
200 0.382  0.273
202 0.177  0.386
204 0.029  0.023
AB001  
230 0.000  0.045
232 0.706  0.591
234 0.059  0.091
236 0.235  0.273
AB107  
292 1.000  1.000
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